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益消方对自发性糖尿病模型 ＫＫＡｙ小鼠认知功能
影响的 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫观察
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（北京中医药大学东方医院，北京，１０００７８）

摘要　目的：探讨益消方对糖尿病ＫＫＡｙ小鼠学习记忆行为的影响。方法：２４只雄性 ＫＫＡｙ小鼠随机分为模型组及中药
组，１２只雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠为正常组。中药组予以中药复方益消方灌服，模型组及正常组予灌服等量蒸馏水，在灌胃４
周和８周后分别进行Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫观察。采用Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫图像自动采集和软件分析系统记录逃避潜伏期、游泳轨迹、
圆台穿越次数、初始角度等。结果：定位航行试验中，与正常组比较，灌胃４周、８周后模型组逃避潜伏期均明显延长，差异
有统计学意义（Ｐ＜００５）；灌胃８周后，中药组逃避潜伏期在训练第４、５天时与模型组比较明显缩短，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。空间探索试验中，灌胃８周后模型组目标象限游泳时间占总时间百分比、圆台穿越次数较４周后有所减少，
且与正常组及中药组差距增加，初始角度与正常组比较明显增加，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结果显示益消方缩短
糖尿病动物模型小鼠逃避潜伏期，增加原圆台穿越次数及目标象限游泳时间。结论：益消方具有一定延缓糖尿病小鼠认

知功能障碍发生进程的功效，改善其学习记忆行为。
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　　国内外研究［１２］已显示糖尿病是导致认知功能

下降和痴呆的重要危险因素，糖尿病认知功能障碍

（ＤｉａｂｅｔｉｃＣｏｇｎｉｔｉｖｅＩｍｐａｉｒｍｅｎｔ，ＤＣＩ）是糖尿病严重

慢性并发症之一，其发病率为２５％～３６％［３］。糖尿

病患者与普通人群相比发生痴呆的风险较高［４］，主

要表现为学习记忆功能减退等方面，给患者及家属
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的生活带来不便。糖尿病认知功能障碍的发病原因

及潜在机制目前尚不明确，亦缺乏特异性的防治措

施，而我国糖尿病患者人数众多、医疗负担较重，因

而寻求早期干预及治疗方法具有重要意义［５］。

目前有关糖尿病脑病的实验研究显示多种中药

及有效成分如三七总苷［６］、黄芪多糖［７］、夏枯草［８］、

大黄酚［９］等具有抗氧化、抗炎、抗衰老、减少神经元

损伤等脑保护作用。中药复方益消方由黄芪、三七、

夏枯草等中药组成，前期研究提示［１０］该方可改善自

发性ＫＫＡｙ糖尿病小鼠的糖脂代谢紊乱，还具有减
少神经元损伤、延缓神经元减少的作用。本研究主

要探讨运用Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫观察中药复方益消方对糖
尿病动物模型小鼠在学习记忆行为方面的影响，现

将结果报道如下。

１　材料与方法
１１　动物　１２只１３周龄雄性 ＳＰＦ级 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小
鼠和３０只１３周龄雄性 ＳＰＦ级 ＫＫＡｙ小鼠，均购自
北京华阜康生物科技股份有限公司，动物许可证号：

ＳＣＸＫ京２０１４０００４，于北京中医药大学东方医院动
物中心饲养，Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠予普通饲料喂养，ＫＫＡｙ
小鼠予高脂饲料（许可证号：ＳＣＸＫ京 ２０１４０００８）
（含猪油、蔗糖、蛋黄粉、玉米、大豆油等组分）喂养，

均自由饮食。经１周适应性饲养，断尾取血测ＫＫＡｙ
小鼠空腹血糖，以 ２次空腹血糖值均高于 １３９
ｍｍｏｌ／Ｌ为糖尿病模型判断标准。
１２　方法
１２１　分组与给药　１２只 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠为正常
组，随机分为灌胃４周和８周组（各６只）。随机选
取糖尿病模型ＫＫＡｙ小鼠２４只，分模型组和中药组
（各１２只）；再各自随机分为２个小组，即灌胃４周
和灌胃８周组（各６只）。中药复方益消方由北京中
医药大学东方医院中药房提供。ＫＫＡｙ小鼠等效剂
量给药量按临床成人每公斤体质量用药量的１０倍
计算，中药组按７７ｇ／（ｋｇ·ｄ）灌服益消方，模型组、
正常组灌服同等体积蒸馏水，在灌胃４、８周后进行
水迷宫测试。

１２２　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫行为测试　水迷宫为一直径
１２ｍ、高０５ｍ、深０３ｍ的不锈钢圆形水池，水池
第一象限内放入直径 ９ｃｍ的圆台，置于水面下 １
ｃｍ。池水中加入钛白粉，混匀呈乳白色，以使动物视
觉无法辨认池内站台位置，池内水温２５～２７℃。计
算机摄像系统自动监测小鼠在水池中的游泳情况，

并通过软件分析获取实验数据。整个水迷宫测试连

续６ｄ，分定位航行实验和空间探索实验２个阶段。

１２２１　定位航行试验　历时５ｄ，第１天为适应
性训练，再进行水迷宫实验。第２天至第５天为定
位航行实验，每天训练２次，４个象限的入水点每次
随机选一处将小鼠面朝池壁放入池水，记录１２０ｓ内
小鼠从入水到寻到圆台所用的时间为逃避潜伏期。

若小鼠在１２０ｓ内未能找到圆台，引导至站台放置
３０ｓ，引导其学习和记忆，此时逃避潜伏期记为１２０
ｓ。在训练及测试过程中圆台位置保持不变。
１２２２　空间探索试验　第６天撤除圆台，随机选
一入水点将小鼠面朝池壁入水，系统自动记录１２０ｓ
内小鼠：１）游泳轨迹；２）目标象限（第一象限）滞留
时间占总时间百分比；３）初始角度：小鼠躯体长轴指
向与站台中心的夹角（°），数值越小表示学习记忆能
力越高；４）穿越圆台位置的次数，评估小鼠空间记忆
能力。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２１０统计软件对数
据进行分析，计量资料用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，
多组样本间差异的比较用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），２组间均数比较采用 ＬＳＤ检验，以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　定位航行试验　逃避潜伏期用于检测小鼠的
空间学习及记忆能力，时间越短能力越强，反之则越

弱。经过１天的适应性训练，第２天开始灌胃４周
（即１８周龄）的模型组与正常组比较，逃避潜伏期差
异有统计学意义（Ｐ＜００５），说明模型组小鼠已经
出现了空间学习和记忆能力的受损，且随着病程延

长，逃避潜伏期增加，空间学习记忆能力受损程度逐

渐加剧；中药组逃避潜伏期至灌胃８周后训练第４、５
天即与正常组差距逐渐缩短，与模型组比较差异有

统计学意义（Ｐ＜００５），中药灌胃８周（即２２周龄）
后较４周组逃避潜伏期无明显增加。见表１。提示
灌胃中药复方益消方对ＫＫＡｙ小鼠的认知损害具有
一定程度的改善作用。

２２　空间探索试验　撤除圆台后灌胃４周、８周后
各组小鼠游泳轨迹图分别见图１、图２，各组目标象
限游泳时间占总时间百分比比较及其误差条形图分

别见表２、图３，初始角度及穿越圆台次数比较及其
误差条形图分别见表３、图４。

经过４ｄ定位航行试验之后，小鼠对水迷宫圆
台的空间位置有了不同程度的记忆，撤除圆台后，系

统记录的游泳轨迹反映小鼠对寻找圆台的不同搜索

策略。图１、图２及表２显示，正常组小鼠在目标象
限内的寻找路程和时间较其他象限均长；模型组目
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表１　３组小鼠定位航行试验中逃避潜伏期（珋ｘ±ｓ，ｓ，ｎ＝６）

组别
逃避潜伏期

第２天 第３天 第４天 第５天

正常组

　４周组 ３８５１±１９０１△ ３４０８±１８５６△ ３０５９±２１０３△ ２４７５±１２６２△

　８周组 ４２３０±３２０８△ ３５１７±３０８０△ ２７６９±２６６０△ ２２３０±１７７０△

模型组

　４周组 ６３４６±３４７３ ５７４８±３００７ ５２３４±３２０９ ５４４６±３０２０

　８周组 ６８１２±３３７６ ６３９５±３２８４ ５９５２±２９２６ ５５７８±３１３６

中药组

　４周组 ５３８７±３２３９ ４６６４±３３０１ ３８２６±２６９５ ３３６５±２２７０△

　８周组 ５７４１±２７４３ ４９８０±２５８３ ３４９１±３２２５△ ３２６９±２３６２△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

图１　４周组空间探索试验中撤除圆台后各组小鼠游泳轨迹图

图２　８周组空间探索试验中撤除圆台后各组小鼠游泳轨迹图

表２　目标象限（第一象限）所占总时间百分比
（珋ｘ±ｓ，％，ｎ＝６）

组别 ４周组 第８组

正常组 ３２２２±１３９１ ３３３４±１８３４
模型组 ２８３０±９８６ ２０１０±１１４９
中药组 ２８６７±９５６ ３０６９±２２５０

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

标象限游泳路程及时间较正常组、中药组均短，其对

原圆台记忆能力与中药组比较有一定差距；图３显
示，灌胃８周后中药组与正常组的目标象限时间占
总时间百分比的差距较４周组有所减小，而模型组
与正常组的差距加大。表３、图４显示，灌胃８周后
模型组与正常组中初始角度比较，差异有统计学意

义（Ｐ＜００５），而中药组初始角度与穿越圆台次数
较模型组均有一定改善。 图３　目标象限时间占总时间百分比的误差条图
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图４　穿越圆台次数及初始角度的误差条图

表３　初始角度和穿越圆台次数（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别
初始角度（°）
４周组 ８周组

穿越圆台次数（次）

４周组 ８周组

正常组 ２７１７±２７４４１４２０±９３８△ ４００±１７８５１６±１４７
模型组 ３１４５±２２３５３３２５±１８４２ ４１６±２６３３１６±２０４
中药组 ２２９５±２１５８２４６６±１３１３ ４５０±２４１４５０±２４２

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

３　讨论
Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫是２０世纪８０年代由英国生理学

家Ｍｏｒｒｉｓ设计并应用于评估啮齿类动物学习记忆功
能的重要工具［１１］，现已广泛应用于认知功能方面的

研究。王宪玲等［１２］对 ＫＫＡｙ糖尿病小鼠早期认知
功能Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验的研究，发现发病６周时小
鼠轻度认知功能障碍已出现，发病１２周时认知受损
明显加重，并认为 ＫＫＡｙ小鼠可作为研究糖尿病脑
病的一种较好的动物模型。张静［１３］在研究自发性

２型糖尿病ＫＫＡｙ小鼠的认知功能障碍时，发现１８
周龄的小鼠已经出现了认知功能障碍。ＹｉｎＨ

等［１４］研究自发性肥胖２型糖尿病 ＫＫＡｙ小鼠认知
功能改变及随病程的变化，对 ３、５和 ７个月龄的
ＫＫＡｙ小鼠认知检测，结果发现ＫＫＡｙ小鼠在３个月
龄时进行Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试中显示有认知缺陷。有
关ＫＫＡｙ小鼠认知功能的研究表明其糖尿病发病６
周时已出现认知功能的损害，并随着病程的延长程

度逐渐加重。本实验研究选择 １０～１２周龄的
ＫＫＡｙ小鼠，适应性喂养１周，灌胃４周和８周进行
比较，发现１８周龄（发病５周以上）小鼠已出现了
认知功能的损害，与现有研究结论基本一致。

《灵枢·五变》谓“五脏皆柔弱者，善病消瘅”，

消瘅即为糖尿病并发症。《圣济总录》有关糖尿病

认知受损的记载：“消渴日久，健忘怔忡”，提示消渴

病日久会出现认知功能的障碍。国医大师吕仁和教

授认为［１５］“瘕积聚”是糖尿病并发症期（中医消

瘅期）的主要病理因素，病位在于肌肤、血脉，由于

五脏柔弱、陈气久积不化、怒气上逆致血脉不行，化

生热毒、热消肌肤，继而产生诸种病症，治疗在于调

补气血阴阳、通经络、活血脉、清热毒、调体质量，使

阴阳逐渐平衡，并基于“微型瘕”的形成提出“消

散结”的治法。中药复方益消方是国医大师吕仁

和教授学术继承人杨晓晖教授在传承吕老对糖尿病

并发症“微型瘕”学术思想基础上，并通过多年的

临床观察总结而创制，提出气虚血瘀、阻滞脑窍、络

脉瘀阻是糖尿病脑病的基本病机，脑络微型瘕的

形成是糖尿病脑病的病理基础，益气化瘀通络为糖

尿病脑病的基本治疗原则。益消方具有益气消、

化痰散结、活血通络的功效，补气益阴以充养脑髓，

化痰散结、活血通络以消脑窍之结，及早干预以延

缓糖尿病脑病的发生发展。

本研究表明，与正常组 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠比较，模
型组ＫＫＡｙ小鼠至第１９周龄时逃避潜伏期显著延
长，至第２３周龄时目标象限所占时间比、初始角度
和穿越圆台次较数与正常组及中药组比较虽无明显

统计学差异，但均有认知减退的表现，即出现了空间

学习和记忆能力的损害，并随着病程的延长而逐渐

加重。Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫动物行为学实验结果表明，经８
周灌服益消方较４周灌服可有效提高２型糖尿病小
鼠的学习和记忆水平，改善认知功能障碍。结合以

往益消方的研究成果［３］，益消方可改善糖尿病小鼠

糖脂代谢紊乱、保护神经元细胞，改善空间学习记忆

能力，表明益消方干预后可有效地延缓糖尿病小鼠

认知功能障碍的发生进程，改善其学习能力及记忆

（下接第３４４页）
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化作用的影响，验证了其对阴虚状态的改善作用，证

实了霍山石斛对阴虚状态下细胞因子紊乱的调节作

用和增强机体抗氧化力作用，是霍山石斛滋阴清热

作用的表现之一，为进一步明确霍山石斛的功效，进

而被《中华人民共和国药典》收录提供参考，也为霍

山石斛的临床合理应用及相关产品的开发提供实验

依据。霍山石斛增强免疫抗氧化作用的物质基础尚

需进一步研究。
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老师、中国人民解放军第３０２医院全军中药研究所
肖小河老师和王伽伯老师对本实验的指导与帮助！

参考文献

［１］安徽省科学技术委员会．安徽中药志（第２卷）［Ｍ］．合肥：安徽
科学技术出版社，１９９７：７４６．

［２］童晨曦，齐蕾．霍山石斛的研究进展及可持续发展［Ｊ］．医学综
述，２０１５，２１（２４）：４５１２４５１４．

［３］司华阳，陈乃东，陈乃富．霍山石斛多糖的分离鉴定及药理活性
研究进展［Ｊ］．天然产物研究与开发，２０１６，２８（３）：４６７４７０，４４５．

［４］金蓉鸾．１１种石斛的总生物碱的测定［Ｊ］．南京药学院学报，
１９８１，１２（１６）：９１３．

［５］吴庆生，丁亚平．安徽霍山三种石斛中游离氨基酸分析［Ｊ］．安徽
农业科学，１９９５，２３（３）：２６８２７１．

［６］吴庆生，杨道麒．中药霍山石斛的微量元素分析及 ＴＥ图谱鉴定
［Ｊ］．微量元素与健康研究，１９９５，１２（１）：３１３２．

［７］屈小媛，武玉祥，张久磊．石斛化学成分与药理活性研究进展
［Ｊ］．天津农业科学，２０１５，２１（４）：１９２３．

［８］国家药品食品监督管理局官网．霍山石斛食品数据库［ＥＢ／ＯＬ］
ｈｔｔｐ：／／ｑｙ１．ｓｆｄａ．ｇｏｖ．ｃｎ／ｄａｔａｓｅａｒｃｈ／ｆａｃｅ３／ｂａｓｅ．ｊｓｐ？ｔａｂｌｅＩｄ＝

３０＆ｔａｂｌｅＮａｍｅ＝ＴＡＢＬＥ３０＆ｔｉｔｌｅ＝国 产 保 健 食 品 ＆ｂｃＩｄ＝
１１８１０３３８５５３２６９０８４５６４０１７７６９９１９２．２０１８，７，１５．

［９］药智网．霍山石斛食品数据库［ＥＢ／ＯＬ］ｈｔｔｐｓ：／／ｄｂ．ｙａｏｚｈ．ｃｏｍ／
ｂａｏｊｉａｎ？ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｓｅａｒｃｈｃｏｎｔｅｎｔ＝霍山石斛．２０１８，７，１５．

［１０］侯燕，费文婷，王玉杰，等．霍山石斛对甲状腺素致肾阴虚小鼠
抗疲劳作用研究［Ｊ］．环球中医药，２０１８，１１（１０）：１５０３１５０８．

［１１］李慧芬，张学兰，赵资堂．酒蒸女贞子对肾阴虚模型大鼠睾丸组织
氧化应激损伤的保护作用［Ｊ］．中成药，２０１４，３６（１０）：２１４４２１４７．

［１２］谢宝刚，方修忠，陈颖，等．基于ＨＰＬＣＵＶ的代谢组学方法对六
味地黄丸的抗炎药效评价［Ｊ］．中国中药杂志，２０１３，３７（１７）：
２６３５．

［１３］李丽．肾阴虚型围绝经期综合征妇女外周血 ＩＬ６、ＴＮＦα的变化
及大补阴煎加味治疗的临床观察［Ｊ］．辽宁中医药大学学报，
２０１０，１２（３）：１３６１３７．

［１４］杜希岱．六味地黄汤加味治疗甲状腺腺瘤４８例［Ｊ］．陕西中医，
１９９５，１６（１１）：４８５．

［１５］曹庆雷，罗明刚．运动性疲劳生物标志物的研究进展［Ｊ］．四川
体育科学，２０１７，３６（５）：４７５２．

［１６］桑琛，李明学．衰老自由基学说和运动对抗自由基损伤的作用
［Ｊ］．吉林体育学院学报，２００７，２３（１）：８０８１，１４０．

［１７］李承军，廖文君，陈玉英，等．老年虚证自由基代谢机理的研究
［Ｊ］．中医杂志，１９８８，２９（１２）：５６５７．

［１８］薛春苗，任汉阳，薛润苗，等．黄精粗多糖对温热药致阴虚模型
小鼠抗氧化作用的实验研究［Ｊ］．河南中医，２００６，２６（３）：２４２６．

［１９］夏云建，余刚．霍山石斛多糖干预对力竭运动小鼠ＢＵＮ、ＭＤＡ、ＢＬＡ、
肝糖原影响的研究［Ｊ］．湖北体育科技，２０１２，３１（６）：６５０６５３．

［２０］李秀芳，邓媛元，潘利华，等．霍山石斛多糖对糖尿病性白内障
大鼠眼球晶状体组织抗氧化作用的研究［Ｊ］．中成药，２０１２，３４
（３）：４１８４２１．

（２０１８－０９－１２收稿　责任编辑：杨觉雄）

（上接第３３９页）
能力，但有关中药复方量效关系及其具体作用环节

和靶点尚待进一步研究。
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